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研究成果の概要（和文）： 
 近年、骨髄ストローマ細胞の中に神経幹細胞のマーカーである Nestin を発現している細胞
が存在し、造血に重要な役割を果たしている可能性が示唆されている。そこで、Notch シグナ
ルの下流遺伝子である RBP-J コンディショナルノックアウトマウスとのかけあわせを行い、解
析した。RBP-J を Nestin 発現細胞でノックアウトすると、ホモノックアウト胎児は胎生後期に
高度の貧血を呈し、赤芽球の分化が障害され、胎児肝におけるエリスロポエチンの発現が著明
に低下していた。胎児肝のエリスロポエチン産生細胞は Nestin を発現し、Notch シグナルが重
要である可能性がある。また胎児肝のストローマ細胞は血球分化に重要な役割を果たしている
可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Recently, the possibility has been suggested that there are bone marrow stromal cells 
expressing Nestin genes which are neural stem cell markers and that those cells play an 
important role in hematopoiesis. Therefore, we crossbred RBP-J conditional-knockout mice
— RBP-J are downstream genes of Notch signaling—and NestinCre mice and analyzed the 
hematopoiesis of those mice with which Nestin-expressing-cell-specific RBP-J signaling 
was knocked out. The fetuses of the knockout mice suffered from severe anemia during 
embryonic stage, the differentiation of their erythroblasts was impaired and the onset 
of erythropoietin was significantly lowered. The erythropoietin productive cells of fetal 
livers developed Nestin and it was suggested that stromal cells of fetal livers may be 
important to hematopoietic differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞は自己複製能および各血球への
多分化能をあわせもち、細胞膜に Notch を発
現している。骨髄の骨芽細胞では Notch リガ
ンドが発現しており、リガンドによって造血
幹細胞上の Notch 受容体が活性化され、分化
抑制と自己複製に関与していると考えられ
ている。 
また、造血幹細胞は常に低酸素状態にあると
考えられており、この低酸素状態および低酸
素応答に重要な HIF-1a が未分化性維持に寄
与していると考えられている（Dev Cell 
9:617, 2005）。最近の報告では低酸素によ
る未分化性の維持が Notchの発現を抑制する
ことで低下するとされている。一方、神経幹
細胞において低酸素で安定化した HIF-1a が
Notch の細胞内ドメインと結合し、その安定
性を高め、下流遺伝子の発現を促進している
ことが最近の報告で示唆された（Develop. 
Cell 9:617, 2005）。血管内皮は HIF の重要
性が比較的明らかになっている組織である
が、Notch は血管内皮細胞・造血幹細胞の双
方に発現している。この HIF と Notch の相互
作用は造血幹細胞の未分化性の維持や血管
内皮細胞の分化抑制などに極めて重要であ
る可能性があるが、これらについてはほとん
ど解析されていないのが実情である。 
 
２．研究の目的 
Notch は細胞の分化・増殖の運命を決定する
細胞膜糖蛋白質として必須な分子である。ま
た、生体の低酸素応答を仲介して造血・代
謝・血管新生にかかわる転写因子として HIF
（Hypoxia Inducible Factor）がある。近年、
造血幹細胞の維持に低酸素環境の重要性が
報告されており、一方で Notch と HIF の相互
作用を示唆する報告もなされているが詳細
は明らかではない。本研究では造血幹細胞と
血管内皮細胞における Notch と HIF の相互作
用の解明することで幹細胞の ex vivo 増幅や
抗悪性腫瘍効果などの臨床応用への足がか
りを構築する。特に造血幹細胞と血管内皮細
胞に注目し、幹細胞の未分化性の維持・血管
新生の制御機構およびシグナル伝達のネッ
トワークについて包括的に解析していく。
HIF については現在まで解析が進んでいる
HIF-1a のみならず、最近その重要性が明らか
になりつつある HIF-2a についても解析を進
めていく。さらに、臨床応用への足がかりと
して Notch-HIFシグナルを介した抗腫瘍効果
について培養細胞およびマウスを用いて検
証する。 
Epo 遺伝子などの低酸素応答遺伝子に重要な
HIF 転写因子と Notch シグナルの関連・相互
作用などを Epo遺伝子発現調節機構と赤血球
造血において明らかにする。 
 
３．研究の方法 
Nestin 遺伝子の発現を解析するためにヒト
および野生型マウスの骨髄検体を用いて免
疫染色および RT−PCR解析を行った。次に様々
な造血器疾患の骨髄検体を用いて同様な解
析を行った。解析にあたっては学内の倫理委
員会の承認を得た後に、患者の同意をも取得
した。また、マウスにおける骨髄 Nestin 陽
性細胞を同定するために Cre遺伝子発現細胞
において GFP遺伝子を発現するトランスジー
ンをもった Z／EGマウスと NestinCre マウス
を掛け合わせ、GFP を指標に Nestin 発現細胞
の局在の同定を試みた。 
Notch シグナルの下流遺伝子である RBP-J コ
ンディショナルノックアウトマウスと
Nestin-Cre マウスを掛け合わせ、Nestin 発
現細胞で RBP−Jをノックアウトさせたマウス
を作製した。胎生致死が予想されるので、胎
児を解析することとした。解析方法は RT−PCR
にて関連遺伝子の発現を行った。また、胎児
肝のコロニーアッセイやフローサイト解析
を用いて造血細胞の分化、造血幹細胞の増減
などの解析を行うこととした。免疫染色では
GFPを指標にNestin陽性細胞を同定しつつ多
重染色を行うことで Nestin 陽性細胞の性質
を明らかにすることを試みた。 
 
４．研究成果 
ヒトおよびマウス骨髄検体における Nestiの
発現を解析した。解析は免疫染色と RT−PCR
を用いて行った。マウスおよびヒトにおける
Nestin 遺伝子は RT−PCR にて発現を確認でき
た。免疫染色を行うと、骨髄中の Nestin 陽
性細胞は骨表面に存在するもの、血管周囲に
存在するものなどいくつかの種類が存在す
ることが明らかになった。血管周囲の Nestin
発現細胞は CD31, CD34 など血管内皮マーカ
ーを発現しておらず、血管内皮とは異なる細
胞であることが明らかになった。 
Notch シグナルの下流遺伝子である RBP-J コ
ンディショナルノックアウトマウスとのか
けあわせを行い、解析した。RBP-J を Nestin
発現細胞でノックアウトすると、ホモノック
アウト胎児は胎生後期に高度の貧血を呈し、
赤芽球の分化が障害され、エリスロポエチン
の発現が著明に低下していた。胎児肝のエリ
スロポエチン産生細胞は Nestin を発現し、
また胎児肝のストローマ細胞は血球文化に
重要である可能性が示唆された。今後は、さ
らにコロニーアッセイ、免疫染色などで確認
が必要である。また、成体で解析するために
NestiCre-ERT2 マウスを用いた解析も計画し
ている。 
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